B细胞淋巴瘤是一组高度异质性疾病，其发生和发展的具体机制尚未完全阐明。放疗和化疗作为B细胞淋巴瘤的传统治疗手段，难以彻底消除残留病灶，且易损伤机体的免疫系统。利妥昔单抗等靶向药物的临床应用，尤其是近些年Bruton酪氨酸激酶（BTK）抑制剂Ibrutinib以及checkpoint抑制剂PD-1/PD-L1单抗等药物的问世，进一步提高了B细胞淋巴瘤患者的疗效并延长了患者生存期。但仍有相当一部分患者复发或归于难治类型。近年来，随着对淋巴瘤内在机制及其细胞外微环境研究的不断深入，细胞免疫治疗成为热点。嵌合抗原受体T细胞（CAR-T细胞）治疗作为一种特殊的肿瘤细胞免疫治疗方式，在淋巴造血系统肿瘤的治疗中取得了富有前景性的疗效，有可能成为最有希望治愈B细胞淋巴瘤的方法之一。

一、CAR-T细胞治疗B细胞淋巴瘤的现状

每种CAR-T是根据B细胞淋巴瘤表面抗原的特异性而专门设计，具有专一的靶向性。其中CD19是迄今研究最多的靶点。此外，CD20、CD22及κ轻链等也被应用于B细胞淋巴瘤的靶向性治疗。

1．以CD19为靶点（CD19 CAR-T）：2010年，CD19 CAR-T细胞疗法被首次报道用于淋巴瘤。一例在美国国家癌症研究所（NCI）接受治疗的多次复发滤泡淋巴瘤（FL）患者，接受FC（氟达拉滨+环磷酰胺）方案预处理，随后输注已转导表达CD28共刺激结构域的自体CD19 CAR-T细胞（FMC6328Z）。在CAR-T细胞输注前应用大剂量IL-2。该患者获得持续7个月的部分缓解（PR），在病情进展后再次给予同样的CD19 CAR-T细胞治疗，患者第2次达到PR，并保持无进展生存达7年之久。Kochenderfer团队报道了其他4例应用此疗法治疗的进展期B细胞淋巴瘤患者，证实了CAR-T细胞可以消除淋巴瘤患者的淋巴结肿块以及骨髓中的淋巴瘤细胞[@b1]。在另一项早期研究中，2例FL患者接受了第一代CAR-T（胞内信号转导区仅有一个CD3ζ结构域）细胞治疗，但并没有观察到客观的抗肿瘤作用[@b2]。Savoldo等[@b3]观察5例难治/复发B细胞NHL患者同时接受两种不同的CAR-T细胞治疗：除了是否含有CD28共刺激结构域外，转导的T细胞均带有抗CD19 scFv和CD3ζT细胞活化结构域。5例患者疗效虽未达完全缓解（CR），但均达到疾病稳定状态。

NCI的一项临床试验首次证实了CD19 CAR-T细胞在弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）患者中的疗效[@b4]。该研究中11例不同B细胞亚型淋巴瘤（其中有4例DLBCL及4例原发纵隔B细胞淋巴瘤）患者接受FC方案预处理后，单次输注FMC6328Z，2例难治性DLBCL和2例原发纵隔B细胞淋巴瘤患者均达到CR。该研究认为，外周血中大量CAR-T细胞的持续存在并不是保证持续缓解所必需的。在持续CR的患者中，可以检测到多克隆B细胞群数量的恢复。

Turtle等[@b5]牵头的临床试验入组32例B细胞淋巴瘤患者，输注转导有4-1BB共刺激结构域的抗CD19 CAR-T细胞（其中CD4 ^+^与CD8 ^+^ T细胞比例为1∶1），结果显示更高剂量（2×10^7^/kg）CAR-T细胞输注，会增加细胞因子风暴（CRS）发生率及神经系统毒性。但入组的所有淋巴瘤亚型包括DLBCL、转化的FL（TFL）、FL和套细胞淋巴瘤（MCL）均有治疗反应，总有效率（ORR）为63%，CR率为33%。其中18例接受氟达拉滨为基础的预处理方案组较未选择氟达拉滨预处理方案组的ORR和CR率均显著提高，分别为72%、50%和50%、8%。与未行氟达拉滨预处理方案组比较，接受氟达拉滨预处理的患者在CAR-T细胞输注当天，具有更高的血清IL-15和IL-7水平，输注后CAR-T细胞扩增程度亦增加。在涉及NHL患者的其他CAR-T临床试验中，可观察到类似的研究结果。

2017年6月，NCI研究结果[@b6]表明输注CD19 CAR-T细胞前，低剂量的FC方案预处理即可保证较高的血清IL-15和IL-7等细胞因子水平。22例B细胞NHL患者在FC方案预处理后，输注CD19 CAR-T细胞数量为1×10^6^/kg、2×10^6^/kg或16×10^6^/kg，ORR及CR率分别为73%和55%。19例DLBCL患者中有1例死亡，ORR为68%，CR率为47%。在此项临床试验中，低剂量的预处理方案很难产生切实有效的抗肿瘤效果，因此较高的治疗反应率可归因于CAR-T细胞本身的疗效。更为重要的是，随访7\~24个月时，12例CR患者仍有11例持续CR，全部患者12个月无进展生存（PFS）率达63%。该研究还提示，通过CAR-T细胞治疗同样可以诱导"双打击"、MYC转位和BCL2转位等预后不良类型的DLBCL患者达CR。血浆IL-15峰值水平与外周血CAR-T细胞数量峰值呈正相关，两者均影响疗效。CAR-T细胞治疗后达到CR的患者，可检测到多克隆B细胞群恢复至正常水平。

Schuster等[@b7]研究数据证实带有4.1BB共刺激结构域（CTL019）的CD19 CAR-T细胞具有显著的抗肿瘤作用，在DLBCL、FL和MCL等多种NHL患者中得到证实。2015年美国血液学会议（ASH）介绍了这项研究，ORR为68%，12个月PFS率达到62%。被命名为FMC6328Z的CD19 CAR-T细胞（即KTE-C19）目前已进入商业化生产阶段。在Ⅰ期临床试验中，7例难治或auto-HSCT后12个月内复发的DLBCL患者中，ORR为71%[@b8]。而且无论是生发中心型（GCB型）还是非生发中心型（non-GCB型）DLBCL患者，均观察到明确的抗肿瘤效应。在随后的Ⅱ期临床试验中，共入组101例难治侵袭性NHL患者，初步结果显示ORR为82%，CR率为54%。中位随访时间为8.7个月，ORR仍达44%，39%患者持续CR中。在难治性DLBCL及惰性B细胞淋巴瘤患者中应用CD19 CAR-T细胞治疗也取得了较好的效果，在总共接受治疗的15例\[9例DLBCL、4例慢性淋巴细胞白血病（CLL）、2例孤立淋巴瘤\]患者中，8例患者获得CR，4例达到PR，并且在获得CR的4例DLBCL患者中，3例随访9\~22个月，仍持续获得CR[@b4]。

2．以CD20为靶点（CD20 CAR-T）：现阶段CD20 CAR-T细胞的淋巴瘤早期临床研究的患者均进行了筛选，以确保患者淋巴瘤细胞表达CD20。Till等[@b9]入组7例复发难治MCL/FL患者，予CD20 CAR-T细胞治疗。CAR-T细胞体外予多克隆抗体活化，质粒电穿孔转导及新霉素筛选。输注CAR-T细胞后，患者接受14 d的皮下IL-2注射治疗，在CD20 CAR-T细胞治疗后9个月，患者体内仍能检测CAR-T细胞表达。2例患者达CR，1例患者为PR，4例患者达疾病稳定。另Wang等[@b10]对7例DLBCL患者予慢病毒载体转导的CD20 CAR-T细胞治疗，输注CAR-T细胞前行大剂量化疗，输注的CAR-T细胞数量为（0.36\~2.35）×10^7^/kg，其中6例患者可评估疗效，4例疗效为PR，1例达CR；4例患者在细胞输注3\~8周后发生CRS，其他不良事件包括肿瘤溶解综合征和胃肠道出血等，1例患者死亡。Zhang等[@b11]入组11例B细胞淋巴瘤患者（其中DLBCL患者8例，FL、MCL及原发纵隔B细胞淋巴瘤患者各1例），予CD20 CAR-T细胞治疗，CAR-T细胞输注量为（0.41\~1.46）×10^7^/kg，ORR和CR率分别为82%（9/11）和55%（6/11）。以上临床试验结果提示，CD20 CAR-T细胞治疗B细胞NHL可能具有非常大的临床应用前景。

3．以κ轻链为靶点（κ轻链CAR-T）：免疫球蛋白κ轻链抗原仅表达在κ-限制性B细胞淋巴瘤上，并不影响正常B细胞的生长发育过程，因此，κ轻链可作为CAR-T细胞治疗的潜在作用靶点。针对κ轻链特异性的CAR选择性靶向κ^+^淋巴瘤细胞，可免除其对表达非靶向λ轻链正常B细胞的攻击带来的毒副作用。9例NHL/CLL患者（7例为原发病复发）接受κ轻链CAR-T细胞治疗，q-PCR方法测定显示κ-特异性的CAR水平在输注后1\~2周达到峰值，在CAR-T细胞治疗后6周\~9个月均可检测到。这9例患者中的2例达CR，1例达PR，其余4例出现疾病进展，均没有发生CRS等不良反应。上述数据表明输注κ-特异性的CAR-T细胞治疗安全，并且对表达κ轻链的NHL患者疗效确切。

4．以CD22为靶点（CD22 CAR-T）：CD22是另一种潜在的B细胞NHL CAR-T细胞治疗靶点。大量研究已证实，在B细胞肿瘤中，CD19抗原丢失的情况下，仍存在CD22表达。在体外实验和小鼠动物模型中，CD22 CAR-T细胞疗效均已得到证实[@b12]。Shalabi等[@b13]启动的CD22 CAR-T细胞治疗DLBCL和急性淋巴细胞白血病（ALL）的Ⅰ期临床试验，入组22例患者，12例达CR，CAR-T治疗后1个月仍有18例患者脑脊液中可检测到CD22^+^ CAR-T细胞，最高达72%。

二、CAR-T的特色治疗方式

1．人源化/全人源化和双特异性CAR的制备：选择人源化或者全人源化CAR，可以显著下调免疫原性水平，降低宿主免疫系统破坏CAR-T细胞的可能，实现CAR-T细胞更持久扩增。笔者团队应用人源化CD19CAR-T（hCART19s）细胞治疗18例成人及儿童复发/难治性B-ALL患者。结果显示hCART19s治疗后，患者的CR率达82.4%，其治疗相关的CRS及神经毒性发生率较低，对含鼠源抗体可变区的CAR-T细胞治疗缓解后复发的患者，部分对人源化CAR-T仍然有效[@b14]--[@b15]。在一进展期淋巴瘤患者的临床试验[@b16]中，应用全人源化CD19 CAR-T（HuCAR-19）治疗ORR为86%。双特异性CAR可同时瞄准两种不同的肿瘤相关抗原（如CD19和CD123或CD20），为缺少理想CAR靶抗原提供了一种可能的解决方案，同时可减少免疫逃逸且降低CAR-T细胞治疗后的复发率[@b17]--[@b18]。

2．CAR-T细胞治疗与造血干细胞移植联合：B细胞来源的肿瘤患者allo-HSCT后复发，可选择的治疗方案极其有限，供者淋巴细胞输注（DLI）疗效差异较大，且有一定移植物抗宿主病（GVHD）发生风险。因此，专门针对肿瘤细胞设计的将抗CD19 CAR转导至同种异基因T细胞内的治疗方法，可能会弥补DLI的治疗缺陷和不足。近年来，有多项临床试验证实，来源于allo-HSCT供者的CD19 CAR-T细胞疗法用于治疗B细胞肿瘤患者是安全可行的[@b19]--[@b20]。在一项临床试验中，20例B细胞肿瘤（包括CLL、DLBCL和MCL等类型）患者接受同种异基因抗CD19 CAR-T细胞（FMC63-28Z）治疗。入组患者并没有接受任何预处理治疗。在每个肿瘤亚型中，均观察到确切的抗肿瘤效应。且没有患者出现急性GVHD，只有1例既往存在慢性GVHD表现的患者出现GVHD进展。该试验观察到这种特殊的CAR-T细胞水平在体内仅维持1\~2个月，这可能是未发生急性GVHD的主要原因。部分患者2周内原发病即获得缓解，因此推测CAR-T细胞可以直接诱导患者达到缓解，并且这种作用可以在GVHD出现前即被消除。另一方面，在小鼠淋巴瘤模型中，与DLI组相比，第一代CAR-T细胞和含4-1BB共刺激结构域的CAR-T细胞均不能阻止GVHD的发生。因此，为了降低CAR-T细胞治疗后GVHD发生和风险，转录激活因子类似的效应核酸酶（TALEN）为基础的DNA切割等基因编辑技术正在积极的探索中[@b21]。

在auto-HSCT或者allo-HSCT后，未达到预期治疗效果的B细胞NHL患者，还可选择转座子CD19 CAR-T细胞治疗[@b16]。在auto-HSCT后接受CAR-T细胞治疗的7例患者中，30个月PFS和OS率分别为83%和100%；在接受allo-HSCT治疗后接受CAR-T细胞治疗的19例患者中，12个月的PFS和OS率分别为53%和63%[@b22]。该组结果并没有增加严重GVHD发生的机率，具有一定的安全性和可行性。

3．CAR-T细胞治疗与某些新药联合：另外，某些新药可能对提高CAR-T细胞活性有帮助。例如，在小鼠MCL异种移植模型中，BTK抑制剂Ibrutinib可显著增强CAR-T细胞的抗肿瘤作用[@b23]。Checkpoint抑制剂已证实可单药治疗部分NHL患者[@b24]。有研究发现，在CAR-T细胞输注后，抗CD19 CAR-T细胞获得更多的分化能力与PD-1高表达有关。此外，在动物模型中，使用抗PD-1抗体中断PD-1/PD-L1免疫检查点的功能，可以恢复CAR-T细胞的抗肿瘤效应[@b25]。这些发现提示checkpoint抑制剂的应用可以恢复或增强CAR-T细胞的抗肿瘤活性。宾州大学牵头的一项临床试验（NCT02650999），入组的难治/复发NHL患者在CD19 CAR-T细胞后接受checkpoint抑制剂Pembrolizumab治疗，旨在重新激活CAR-T细胞活性和功能。在CAR-T细胞输注后，应用IL-15可能会提高CAR-T治疗患者的缓解率和延长患者缓解时间。

三、CAR-T细胞治疗现存的问题

尽管现阶段CAR-T细胞治疗取得了较为理想的疗效，但这种治疗方法仍需改进和提高。CAR-T细胞在淋巴瘤组织中的持续存在和表达可能比其在血液中持续表达更为重要，活化诱导的细胞死亡（AICD）可能是限制CAR-T细胞持续表达的重要影响因素。

目前文献报道在CD19 CAR-T细胞治疗后的NHL患者外周血中可检测到CAR-T细胞的平均时间长短不一，可持续20 d[@b26]，也可持续超过300 d[@b5]，CAR胞内区含有4-1BB结构域者CAR-T细胞水平持续时间要明显长于带有CD28共刺激结构域的CAR，这一发现在动物模型中已得到证实[@b27]。不过，此观点尚存在争议。来自CD19 CAR-T细胞治疗的临床试验[@b5]--[@b6]结果提示，含有4-1BB结构域的CAR与使用含有CD28结构域的CAR疗效相似，ORR分别为72%和73%，CR率分别为50%和55%。

免疫排斥是另一个可能会影响CAR-T细胞疗效的重要因素。目前临床使用的大多数CAR包含鼠源的抗体可变区，这些肽序列具有潜在的免疫原性。事实上，在CD19 CAR-T细胞治疗NHL患者时，发生了T细胞对鼠源CAR的scFv异常反应[@b5]。另外，不同的CAR结构域为人为合成的氨基酸序列，同样具有免疫原性。如果选择输注不同剂量的CAR-T细胞，降低CAR免疫原性具有重要意义。在第一次输注CAR-T细胞后可产生免疫记忆效应，它可以削弱后续剂量CAR-T细胞的抗肿瘤效应。

目标抗原表达的缺失，被称为"抗原逃避"，是抗CD19 CAR-T细胞治疗血液系统疾病原发病进展的重要原因。此外，Brudno等[@b28]报道了淋巴瘤患者两次输注抗CD19 CAR-T细胞后，可出现CD19阴性的原发病进展。因此，探究CAR-T细胞治疗后防范"抗原逃避"发生，也是临床需要解决的难题。

四、CAR-T细胞治疗新的策略

CAR-T细胞治疗因免疫排斥、"抗原逃避"等因素存在，影响其疗效并限制其在临床上广泛应用。目前，为了弥补CAR-T细胞治疗的缺陷和局限性，研究者已做了大量卓有成效的工作。

1．CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技术：基因编辑方法有希望进一步提高CAR-T细胞疗效。例如，CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技术，能特异性靶向CAR基因整合至TCR α链的恒定区（TRAC）。这种基因编辑方法降低了T细胞过度消耗的发生机率和T细胞过度分化可能[@b29]。此外，CRISPR/Cas9基因编辑方法可以抑制TCR内在活性，对于同种异基因CAR-T细胞输注后可有效降低GVHD风险。

2．特定T细胞表型的选择：另一种提高CAR-T细胞疗效的措施是以特定的T细胞亚群为依据，选择特定的T细胞表型。CD8^+^细胞毒T细胞和CD4^+^辅助性T细胞这两种T细胞类型都参与T细胞抗肿瘤效应。CAR-T细胞中CD4 ^+^与CD8^+^ T细胞1∶1的比例已被应用于NHL等多个临床试验中。此外，记忆性T细胞（TSCM）也尝试用于CAR-T细胞治疗中，因为这种类型的T细胞在小鼠模型中显示出更好的扩增能力和抗肿瘤活性[@b30]。

3．预处理方案的优化：优化预处理方案可能对提高CAR-T细胞疗效同样有帮助。含氟达拉滨的预处理方案已被成功应用于CAR-T细胞治疗的临床试验。因为不同剂量CAR-T细胞输注后，受者的抗CAR免疫应答可介导免疫排斥反应，而氟达拉滨会降低排斥反应发生的可能性。NHL患者在第2次CAR-T细胞输注前，接受氟达拉滨为主的预处理方案，会刺激抗CD19 CAR-T细胞大量扩增，并没有增加T细胞对CAR的scFv区域细胞毒作用。与仅含有环磷酰胺或者环磷酰胺联合依托泊苷的预处理方案相比，含氟达拉滨的预处理方案会提高NHL患者CAR-T细胞治疗后的PFS率[@b31]。

五、小结与展望

随着医学技术快速发展，CAR-T细胞在血液系统疾病尤其是淋巴瘤治疗中的临床应用越来越受到人们重视。大量临床研究已证实，CAR-T细胞治疗为某些难治/复发B细胞淋巴瘤患者带来了新的希望，尽管目前已取得令人欣喜的治疗效果，但仍需要更进一步临床试验的经验积累，CAR-T细胞的稳定性和安全性等方面还要进一步的改进和验证。更多的相关研究一定会给CAR-T细胞治疗带来更广阔的应用前景和令人振奋的临床疗效。
